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РАЗРАБОТКА МЕТОДА ВЫЯВЛЕНИЯ 
МАММНЕМТА НАЕМОГУТСА С ПОМОЩЬЮ 
ПОЛИМЕРАЗНОЙ ЦЕПНОЙ РЕАКЦИИ 

И НУКЛЕОТИДНОГО СЕКВЕНИРОВАНИЯ 


Введение 

Рост числа респираторных заболеваний 
крупного рогатого скота является острой 
проблемой во всем мире. Комплекс рес- 
пираторных заболеваний КРС чаще всего 
представляет полиэтиологические инфек- 
ционные процессы, в которых на разных 
стадиях развития патологии принимают 
участие инфекционные агенты как вирус- 
ной, так и бактериальной этиологии [1,2]. 

Маппйетиа паето]унса (ранее Раз- 
1еитейа паето[уйса) — грамотрицательная 
бактерия, принадлежащая к порядку Ра5- 
1еитеПа[ез, к семейству РазеигеЦасеае, роду 
Маппйетиа [4]. Она является важнейшим 
этиологическим бактериальным агентом 
в комплексе респираторных заболеваний 
КРС, вызывающим развитие манхемио- 
за (также известный как транспортная ли- 
хорадка КРС или пастереллезная пневмо- 
ния). При этом развивается особая форма 
инфекционной фибринозно-гнойной аль- 
веолярной бронхопневмонии [3]. Этому 
в большей степени способствуют факто- 
ры патогенности различной природы, та- 
кие, как полисахаридная капсула, фимб- 
рии, нейроминидаза и токсины (эндоток- 
син или липополисахарид и лейкотоксин) 
[5, 6, 7]. В отсутствие средств антибактери- 


альной терапии данное заболевание может 
приводить к гибели животного. 

Несмотря на разнообразие сущест- 
вующих диагностических методов, про- 
блема идентификации и дифференциации 
Маппйетиа паето[уИса остается чрезвы- 
чайно актуальной. Наиболее широко при- 
меняемыми методами лабораторной диа- 
гностики для выявления данного микро- 
организма являются: метод культивирова- 
ния на питательных средах и серологичес- 
кие анализы [9, 11, 12]. Однако эти методы 
не всегда обладают достаточной чувстви- 
тельностью и специфичностью. 

Методы лабораторной диагностики на 
основе молекулярной биологии, такие, как 
полимеразная цепная реакция (ПЦР) и сек- 
венирование амплифицированного участ- 
ка генома, обладают высокой чувствитель- 
ностью и специфичностью. Однако ранее 
разработанные методы на основе ПЦР для 
выявления Раеитейа паетойуйса КРС в 
настоящее время требуют пересмотра ме- 
тодических приемов в соответствии с тре- 
бованиями современной систематики пред- 
ставителей семейства РазеигеЙасеае [13]. 

Целью исследования явилась раз- 
работка метода на основе ПЦР и нук- 
леотидного секвенирования, позволя- 
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ющего выявлять и дифференцировать 
Маппретиа паето[уйса в патологичес- 
ком материале от КРС. 

Материалы и методы 

Нуклеотидные последовательности ге- 
нов ВЕС, КО и $0о4А микроорганизмов М. 
йаетоуйса, М. ешсозаа, РаяеитеЙа 1тейа- 
[05, Маппйетиа уатвзепа, Мапийетиа ги- 
ттай5, Маппйетиа втапшотайу и др. бы- 
ли получены из компьютерной базы дан- 
ных Сепфапк. Анализ последовательнос- 
тей и выбор праймеров проводили с помо- 
щью пакета программ «В1оЕай $едиепсе 
АПоптеп: Е4йог» (НаПТ.А., версия 70.5.2, 
2005) и программы «ОГО» (версия 4.0). 

В работе были использованы куль- 
туральный штамм №169 (серогруппа А) 
РаяеитеЙа паетойуйсаститром 10° КОЕ/мл 
и Раяеитейа тийос4а штамм № 656 серо- 
вариант В:6 и штамм № 9 серовариант О:3, 
полученные из музея ФГУ «ВГНКИ». Так- 
же был использован Раяеитейа тийосаа 
штамм № 11039 серовариант А:1, получен- 
ный из Американской коллекции типовых 
культур (АТСС). 

Также были использованы ранее нами 
выявленные СШатудорйИа ресогит, Му- 
сор[азта, ЗатопеЦа, Е. сой, 5терососсиз, 
Наеторййи; и СатруоБасег. 

Суммарную ДНК из культуральной 
бактериосодержащей суспензии и патоло- 
гического материала от животных выделя- 
ли с использованием универсального набо- 
ра реагентов для пробоподготовки Биоком, 
в соответствии с инструкцией к набору. 

Полимеразную цепную реакцию осу- 
ществляли в реакционной смеси следу- 
ющего состава: 3 мкл кДНК, по 10 пмоль 
праймеров, 2 мМ М2С12, 200 мкМ каждо- 
го АМТР 1,25 ед. Таа ДНК-полимеразы, 2,5 
мкл 10х буфера для Тад-полимеразы и деи- 
онизированная вода до объема 25 мкл. Ам- 
плификацию проводили при следующих 
временных и температурных режимах: 

- один цикл 4 мин при 90° С; 

- сорок циклов: 30 с при 94° С, 30 с при 
60° Си30 спри 72° С; 

- один цикл 5 мин при 72° С. 

Продукты реакции анализировали ме- 
тодом электрофореза в 2% агарозном геле 
с добавлением бромистого этидия. 

Пробу, содержащую амплифицирован- 
ную ДНК, переносили в 1,5 мл пробир- 
ку, добавляли 200-300 мкл 4М гуанидин- 
тиоционат (ГТЦ) и перемешивали. Смесь 
пропускали через стекловолокнистые 
фильтры СЕ/Е используя вакуумный кол- 
лектор и фильтры с сорбированной на них 
ДНК, промывали 80% этанолом. Остат- 


ки этанола удаляли центрифугированием 
при 10 тыс. © в течение 30 с. После этого 
на фильтры наносили 50 мкл деионизиро- 
ванной воды и центрифугировали 10-15 с 
при 10 тыс. 2. 

Секвенирование продуктов ПЦР про- 
водили с помощью автоматического сек- 
венатора (АВТРизт 3100). 

Результаты и обсуждение 

Одной из основных преград, лежащих 
на пути разработки ПЦР для выявления и 
дифференциации М. йаетойуйса, является 
сложность его дифференцирования от дру- 
гих видов рода Маппйетиа, нуклеотидные 
последовательности генов которых обла- 
дают высокой степенью консервативности 
с аналогичными генами М. йаетойуйса. 

Также надо отметить, что возмож- 
ность разработки ППР для выявления М. 
паетоуйса ограничивается малым коли- 
чеством нуклеотидных последователь- 
ностей генов данного микроорганизма, с 
помощью которых можно было бы диф- 
ференцировать его от других видов рода 
Маппрет. 

Поэтому для выбора наиболее консер- 
вативного участка генома М. паетоуйса с 
целью повышения степени специфичности 
метода необходимо было провести анализ 
наибольшего количества нуклеотидных 
последовательностей генов всех предста- 
вителей рода Маппйейтиа. 

Учитывая тот факт, что гены лейкоток- 
сина С, (А, ВВ и № присутствуют 
только у представителей рода Маппйетиа 
[8, 10] и имеют большую клиническую 
важность, логично было в первую очередь 
провести анализ нуклеотидных последова- 
тельностей данных генов. 

Анализ нуклеотидных последователь- 
ностей генов лейкотоксина показал, что ген 
ЦС является наиболее консервативным для 
рода Маппйетиа. К. тому же наличие доста- 
точно представительной выборки нуклео- 
тидных последовательностей данного гена 
позволило нам использовать его для выбо- 
ра родо-специфических праймеров. Всего 
было проанализировано 27 нуклеотидных 
последовательностей гена ШС, депониро- 
ванных в базе данных Сепфапк. Из них 14 
— Маппйетиа паетойуйса, 6 — Маппйетиа 
&шсозаа, 4 — Раяеитейа тейфоя и по од- 
ной нуклеотидной последовательности 
Маппйетиа уапвепа, Маппйетиа гиттайх5, 
Маппйетиа стапшотай5. 

Тем не менее ген ШС не несет генети- 
ческой информации о видовых отличиях 
рода Маппйемиа и, таким образом, не яв- 
ляется оптимальной мишенью для диффе- 


96 


Ветеринарная патология. № 4. 2007 


БОЛЕЗНИ КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА И СВИНЕЙ 


ренциации М. паетоуйса от других пред- 
ставителей данного рода. 

Для разработки эффективного метода 
дифференциации М. йаетойуйса от дру- 
гих видов рода Маппийетиа необходимо 
в первую очередь дифференцировать его 
от наиболее генетически близкого к нему 
вида - Маппийетиа эшисояаа. Для этого на- 
ми были сконструированы праймеры на 
гене О. Секвенирование продукта ПЦР 
и последующее определение первичной 
структуры амплифицированного участка 
генома позволяют дифференцировать М. 
раетойуйса и Маппйетиа вшсояаа. Для 
этого было проанализировано 22 нуклео- 
тидных последовательности гена ШО, де- 
понированных в базе данных Сепфапк. 
Из них 10 - Маппйетиа рпаетоунса, 7 
— Маппйетиа вшсояаа, 4 — РаяеигеПа 
тейа1о51 и одна нуклеотидная последова- 
тельность Мапийетиа гиттай5. 

Из-за отсутствия в СепфапК нуклеотид- 
ных последовательностей гена № других 
видов рода Мапийеииа невозможно было 
провести сравнительный анализ их нук- 
леотидных последовательностей. 

Для этой цели нами был выбран ген 
оАА, нуклеотидные последовательнос- 
ти которого обладают высокой степе- 
нью консервативности для штаммов М. 
наетоуйса и М. вшсояаа и одновремен- 
но достаточной вариабельностью с други- 


ми видами рода Мапийемиа. Были сконс- 
труированы 2 праймера, фланкирующие 
данный ген, которые были использова- 
ны затем в ПЦР Секвенирование продук- 
та данной ПЦР и определение первичной 
структуры амплифицированного участка 
генома окончательно позволяют диффе- 
ренцировать М. йаетоуйса от других ви- 
дов Маппйетиа. Всего было проанализи- 
ровано 54 нуклеотидных последователь- 
ности гена зо4А, депонированных в базе 
данных Сепфапк. Из них 2 - Маппйетиа 
раетойуйса, 2 — РазеигеЦа тейа[о51, 2 — Ра5- 
теитеЦйа тийослаа, 5 —- РаяеитеЦа сам, 5 — 
РаяеитеЦа зютай5, 3 — РаяеитеЙа рпеи- 
тогоргса, 3 — РаяеигеЙа аавтаийз, 3 — Ра5- 
1еитейа Бепуае, 2 - НаеторйЙих триеп- 
сае, 2 —- СаШБасептит апай$, 2 - Наеторй- 
Низ паетдЙуйсих и по одной нуклеотидной 
последовательности Мапийета уапвепа, 
Маппйетиа титтайз, Маппйетиа втап- 
шотай5, Маппйетиа вшсояаа, РаяеигеЦа 
сапу, Ауфаценит амит, Аураценит уо- 
/апнит, РазеигеЦа [апзааепя, РаяеитгеЦа 
аетовепе5з, Аиурацетит рагаваШпагит, Ас- 
нпофасШи; асппотус@йетсотиап5, РаЯеи- 
теЦа едит, НаеторйИи5 рагази, Нае- 
торйИиз рагарйторйИи5, НаеторйИиз рага- 
сишсиши5, НаеторйИи5 паетообторйИиз, 
Наеторййиз ей, НаеторйИи5 арйгорйИих, 
НаеторйЙиз рагатДиепсае. 

Таким образом, для выявления генома 
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Рис. 1. Расположение праймеров на геноме М. йаетоуйса 

А: Расположение праймеров на генах КС и О; нумерация нуклеотидов соответствует нуклеотид- 
ной последовательности штамма РН2 М. Раетойуйса (номер доступа в Сепапк АЕЗ14503); 

Б: Расположение праймеров на гене 504А; нумерация нуклеотидов соответствует нуклеотидной 
последовательности штамма СТР 103426 М. паетойуйса АТСС 33396 (номер доступа в Сепрапк 


АУ702512) 


Ветеринарная патология. № 4. 2007 


97 


БОЛЕЗНИ КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА И СВИНЕЙ 


Таблица 
Нуклеотидные последовательности праймеров 

Отан Первичная структура праймеров Локализация 

раймеров праймеров 
ТОХ Е-1 5’-ТОАТТССТОСААТТСААААТСААСААТАТА-3› 44 — 731 
ТОХ В-1 5’ОССОТТТСТТСТТАСАТТТТАССССА-3› 220 - 2451 
ЗОРА-Е 5’-ТТССАТОСТААААСААТССАААТСС-3” 4- 282 
$ОПРА-В 5-ААСАСТААААТСССАТАСССТСАААСОС-3? 423 — 4482 
ТКТО-Е 5’ТТТАААСАТТСАТСОСААСААСАТССА-3? 6059 — 60851 
ТКТО-В 5’-СОТТСАССОССТТТТСАТТТСАСС-3” 6884 — 69061 


1 - соответствует нуклеотидной последовательности штамма РН? М. йаето!уйса (номер доступа в СепфапКк 


АЕЗ14503); 


2 — соответствует нуклеотидной последовательности штамма СПР 103426 М. паетойуйса АТСС 33396 (номер 


доступа в Сепбапк АУ’702512) 


1 2 З 4 М 5 6 7 8 
=—= — — 
ый =— — 
— — 
- - м вн 
242 
190 1116 
501 883 
404 
ось) — 
——. — 
— 
9% 10 + 12 М 13 14 15 16 


Рис. 2. Электрофореграмма продуктов ПЦР 


Цифрами обозначены дорожки: М - маркер молекулярных весов ДНК Рис Мх МагКкег 
(стрелками обозначены длины фрагментов п.н.); 2, 3, 4 - полевой изолят М. Ваетоуйса №1; 
6, 7, 8 - полевой изолят М. Раетойуйса №2; 10, 11, 12 - культуральный штамм Раз{еигеЦа 
раетойуйса; 14, 15, 16 — полевой изолят М. йаетойуйса №3; 1, 5, 9, 13 - вода (отрицательный 


контроль ПЦР). 

2, 6, 10, 14 - продукт ПЦР гена №; 
3, 7, 11, 15 - продукт ПЦР гена $04А; 
4, 8, 12, 16 - продукт ПЦР гена КС 


М. паетоуйса и дифференциации его от 
других представителей рода Маппйетиа 
было выбрано и синтезировано 2 прайме- 
ра для каждого гена (№ЕС, 11 и зоЧА) (см. 
таблицу). Расположения этих праймеров 
на геноме данного возбудителя представ- 
лены на рис. 1. 

Для оптимизации условий постанов- 
ки реакции использовали культуральный 
штамм №169 (серогруппа А) РаяеитеПа 


раетойуйса. 

В серии экспериментов были оптими- 
зированы условия реакций: концентра- 
ция ионов магния, концентрация прайме- 
ров, температурные и временные режи- 
мы ПЦР Ожидаемая длина фрагментов 
продукта амплификации составила 202 
п.н. для гена С, 848 п.н. — гена КО и 
446 п.н - гена з04А. 

Размеры продуктов в ПЦР и полученные 
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первичные структуры амплифицированных 
участков генома штамма №169 (серогруппа 
А) Раяеигейа паетоуйса соответствовали 
расчетным для М. йаетойуйса (рис.2). 

Для подтверждения специфичнос- 
ти разработанной методики ее провери- 
ли на материалах, содержащих гетеро- 
логичные микроорганизмы -— РазеитеПа 
тийосаа, СШатудорйИа ресогит, Мусо- 
Р/азта, батопеНа, Е. сой, 5терюсоссиз, 
НаеторйИи; и СатруоБасег. При этом 
не наблюдалось неспецифической реак- 
ции, что подтверждает специфичность 
методики. 

Аналитическую чувствительность ме- 
тода определяли, используя серии деся- 
тикратных разведений культурального 
штамма №169 (серогруппа А) Раяеитейа 
рпаетойуйса с известным исходным титром 
(100 КОЕ/мл). Было установлено, что ПЦР 
способна выявлять данный микроорганизм 
в концентрации 103 КОЕ/мл. 

Хотя в ходе нашего исследования обос- 
нованные праймеры не были предусмот- 


РЕЗЮМЕ 


рены для их совместного использования в 
ПЦР мы оптимизировали условия ППР с 
использованием трех пар праймеров на ге- 
нах КС, КО и зо ЧА в одной реакции. Не- 
смотря на то, что ПЦР могла выявлять ге- 
ном М. йаето[уйса с этими тремя парами 
праймеров, резкое снижение чувствитель- 
ности ПЦР не позволило нам использовать 
его в варианте мультиплекс. 

С использованием разработанного ме- 
тода было исследовано 35 проб патологи- 
ческого материала от КРС с респиратор- 
ной клиникой. Из них геном М. паето[уйса 
выявляли в 19 пробах и в трех случаях - М. 
уапвепа. Геном других представителей ро- 
да Мапийетиа не был выявлен в исследу- 
емых пробах. 

Выводы 

Таким образом, разработанная специ- 
фическая и чувствительная методика поз- 
воляет выявлять геном М. Раето[уйса в 
исследуемых пробах и дифференциро- 
вать его от других представителей рода 
Маппйетиа. 


Был разработан на основе полимеразной цепной реакции (ПЦР) и нуклеотидного секвенирования 
метод выявления генома Маппйейша паетоуйса и дифференциации его от других представителей 
рода Маппйейта. С использованием разработанного метода было исследовано 35 проб патологичес- 
кого материала от КРС с респираторной клиникой. Геном Маппйейша ваетойуйса был выявлен в 19 
случаях и в трех случаях - Маппйейша уапвепа. 


ЗОММАКУ 

А шето4 оп Ше Ба$15 оЁ Фе ро!ушегазе спаш геасбоп (РСК) апа пиеоНае зедиепсто Гог аеесНоп оЁ 
Маппйетца ваетоуйса зепоте апд аегепйайоп Бебуееп о®ег гергезешайуе$ оЁ Маппйейща зепиз 
ууа$ еуе]ореа. ТЬи“у Вуе затр!е5 гот саШе ууИВ гезригатогу $1015 ууеге {ее Бу Ше деу@орей теоч. 
'Тъе Маппйейща паетоуйса зепоте уаз деесе4 т 19 затр!ез апа Маппйейта уапвепа эепоте ууа$ 
5Воуп Ш 3 затрез. 
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